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クライオ電子顕微鏡による液胞型ATPase（VoV1）
の構造解析




















































好熱菌 Thermus thermophilus の細胞膜に存在するVoV1 の膜内在性サブユニットにヒスチジン残基
からなるヒスタグを遺伝子操作で導入した。界面活性剤である n-Dodecyl β-D-maltoside（DDM）に





氷厚の調整が困難であった。LMNG（lauryl maltose -neopentyl glycol）は，膜タンパク質の疎水性



















図 3． クライオ EMを用いた SPAによる立体構造決定のフローチャート。約 900 枚のクライオEM
画像から約 1.2 × 105 の単粒子画像を抽出し，2次元および 3次元クラス分けで選別された単
粒子画像から精密化を行う。











大阪大学超高圧電顕センターにあるクライオEM Titan krios で高純度の VoV1 を観察した。前回，
界面活性剤であるDDM で可溶化した VoV1 を用いた結果を報告した。溶液に含まれるDDMから生
成するミセルにより画像の質がさがり，コントラストが悪い画像になった。これを改善するため，界
面活性剤としてLMNG を使った。VoV1 を可溶化する時の LMNG の濃度を限界ミセル濃度以下まで





次元および 3 次元画像を再構成する。VoV1 粒子像を RELIONで抽出し，150 のクラス平均像を得た。
VoV1 の特徴である 2本の外周ストークが見える像をふくめ，VoV1 と判断できるクラス平均像が複数
得られた（図3）。このクラスを構成する数万の単粒子画像粒から3次元クラス平均像を計算した結果，
～ 10 Å 分解能程度のクラス平均像が得られた。最も粒子数が多いクラスからなる 3次元再構成画像






粒子画像から得られる立体構造の分解能が落ちる。VoV1 の場合，5× 104 個の単粒子で 3次元クラス
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Structural analysis of Vacuolar type ATPase （VoV1） 





Vacuolar type ATPases（VoV1）are widely distributed in organisms and function as a proton pump 
responsible for acidification of intracellular compartments such as a lysosome, Golgi apparatus, 
endosome so on. In this study we have attempted to determine the structure of VoV1 by single particle 
analysis using cryo electron microscope. For imaging of VoV1, LMNG was used for solubilization 
detergent to reduce detergent concentration. Over a couple of thousands imaged of cryo-grid 
containing VoV1 were obtained by cryo-EM Titan krios（FEI）. Single particle images of VoV1 were 
picked up by RELION, single particle analysis software, then 2-D averaged class images were 
reconstracted from the collected images. Finally, we obtained 3-D averaged class images from nearly 
100k particles at resolution of 7.5 Å estimated by Fourier shell corelation.
Keywords : V-ATPase, Rotary molecular motor, Structural study, Cryo-electron micrography, 
Single particle analysis
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